




UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE ZACATECAS 
“Francisco García Salinas” 
 
Unidad Académica de Ciencias Químicas 
Maestría en Ciencia y Tecnología Química 
 
TESIS 
Obtención y caracterización de bioconjugados de metotrexato 
para la producción de anticuerpos 
 
Para Obtener el Grado de  
Maestro en Ciencia y Tecnología Química 
 
Presenta: 
QFB Luis Fernando López Valdez 
 
Directores: 
Dr. Guillermo Quiñones Reyes 
Dra. María de los Ángeles Hernández Ruíz 
Tutor: 
Dra. Susana Godina González  
 




Agradezco a la Maestría de Ciencia y Tecnología Química de la Unidad Académica 
de Ciencias Químicas, de la Universidad Autónoma de Zacatecas por la oportunidad 
de cursar mis estudios de maestría y en especial al Dr. Quiñones y la Dra. Godina 
por permitirme desarrollar este proyecto de tesis.  
 
Hago extensivo mi agradecimiento al Departamento de Química Analítica y Química 
Orgánica de la Facultad de Química de la universidad de Valencia en España, al 
Instituto de Agroquímica y Tecnología de Alimentos (IATA) de Valencia España por 
las facilidades para realizar mi estancia de investigación, así como al Dr. Francesc 
A. Esteve-Turrillas, Dr. Antonio Abad Somovilla, Dr Antonio Abad Fuentes y al Dr 
Josep Vicent Mercader Badia por el espacio en su laboratorio, y por vigilar de cerca 
los resultados y hacer más amena mi estancia.  
 
De igual manera agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología 
(CONACYT) por la oportunidad de estudiar en un posgrado  del Programa Nacional 




Gracias a Dios por llevarme al lugar y con las personas correctas. 
Gracias a mis padres y a toda mi familia por el gran ejemplo y motivación a lo largo de 
mi vida. 
A ti Ivone, por ser mi motivación y soporte incondicional en todo momento al paso de 
estos años. Sin tu presencia, el recorrido por este camino no hubiera sido igual, cada 
experiencia única de aprendizaje fue disfrutada y aprovechada al máximo  
 
A todo los integrantes del laboratorio de Síntesis de Bioconjugados por los momentos 
académicos y personales, que marcaron esta etapa de mi vida. 
A Guillermo y Susana por abrirme las puertas 
de sus laboratorios, por el entusiasmo,  
y por hacerme sentir que estoy  















































































































Ab	 y	 se	 hace	 reaccionar	 con	 el	 antígeno	 marcado.	 (b)	 Formación	 del	
complejo	 Ab-antígeno	 marcado	 después	 de	 la	 unión	 listo	 para	 la	




Figura	9	 Esquema	 de	 inmunoensayo	 tipo	 ELISA	 formato	 Indirecto.	 (a)	 En	 este	
formato	después	del	tapizado	se	hace	reaccionar	el	antígeno	con	un	primer	





Figura	11	 Esquema	 de	 funcionalidades	 químicas	 utilizadas	 en	 acoplamientos	
covalentes	para	la	formación	de	(a)	amidas,	(b)	tioéteres	e	(c)	hidrazonas.	
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Figura	29	 Comparación	de	 los	espectros	de	masas	para	 la	 referencia	de	 la	enzima	
HRP	(azul)	y	el	bioconjugado	mtx-C-HRP	(verde).	
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Tabla	11	 Carga	 hapténica	 del	 conjugado	 mtx-C-OVA	 obtenida	 por	
espectroscopia	UV/Vis.	
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Los	 métodos	 analíticos	 para	 la	 identificación	 y	 cuantificación	 de	 metotrexato	 (MTX)	 se	 han	
diversificado	y	mejorado	notablemente.	Entre	todos	ellos,	los	métodos	inmunoenzimáticos	se	han	
posicionado	de	manera	sobresaliente	debido	a	que	son	procedimientos	que	presentan	prestaciones	
analíticas	 importantes	en	 términos	de	 sensibilidad,	 especificidad	 y	potencial	 para	 tratar	un	 gran	
número	de	muestras,	a	un	costo	relativamente	inferior	que	aquéllas	de	índole	instrumental.	En	este	
trabajo,	 se	 abordó	 la	 obtención	 de	 bioconjugados	 proteicos	 del	 MTX	 (BSA,	 OVA	 y	 HRP)	 y	 su	
caracterización,	 para	 ser	 utilizados	 como	 inmunorreactivos	 para	 la	 eventual	 producción	 de	
anticuerpos	e	identificación	de	MTX	en	ensayos	inmunoenzimáticos	en	plataforma	sólida	tipo	ELISA.			
Al	 objeto	de	 realizar	 la	 conjugación	proteica,	 se	 aprovecharon	 los	 carboxilatos	 disponibles	 en	 la	
estructura	del	MTX	y	los	grupos	-NH2	libres	de	los	restos	de	lisina	en	las	proteínas	correspondientes.	
Etapa	que	implicó	la	formación	del	éster	activo	de	MTX	utilizando	1.3	equivalentes	de	carbonato	de	
N,N’-disuccimidilo	 y	 3.8	 equivalentes	 de	 trietilamina	 	 en	 DMF	 anhidra.	 La	 obtención	 de	 los	
conjugados	 inmunizantes	 de	mtx-C-BSA,	 de	 ensayo	mtx-C-OVA	 y	 de	 señalización	mtx-C-HRP,	 se	
prepararon	a	partir	de	disoluciones	acuosas	de	la	proteína	correspondiente,	en	buffer	de	carbonatos	
50	mM	pH	 9.6	 y	 la	 adición	 del	 éster	 activo	 del	 hapteno	 del	MTX.	 La	 determinación	 de	 la	 carga	
hapténica	 se	 realizó	 por	 UV/Vis	 y	 espectrometría	 de	 masas	 MALDI-TOF	 para	 cada	 uno	 de	 los	
bioconjugados	resultando:	5.5	haptenos/	BSA	que	se	utilizó	como	bioconjugado	de	inmunización,	
3.0	haptenos/OVA	para	emplearse	como	conjugado	de	tapizado,	y	finalmente	una	relación	de	un	
hapteno	 por	 HRP,	mismo	 que	 se	 empleó	 como	 trazador	 enzimático.	 Se	 aplicó	 un	 protocolo	 de	
inmunización	en	 conejo	hembra	New	Zealand	blanco	utilizando	el	bioconjugado	 inmunizante	de	
mtx-C-BSA,	y	el	suero	policlonal	se	valoró	a	través	de	ensayos	ELISA	competitivos	tanto	en	formato	
directo	como	 indirecto	que	permitieron	evaluar	 la	afinidad	de	 los	anticuerpos	policlonales	hacia	
MTX	 con	 valores	 de	 IC50	 del	 orden	 3	 nM.	 De	 esta	 manera,	 se	 comprobó	 la	 viabilidad	 de	 los	
bioconjugados	proteicos	 del	MTX	preparados.	No	obstante,	 a	 las	 cargas	 hapténicas	 bajas	 de	 los	
bioconjugados	preparados,	se	accedió	satisfactoriamente	a	un	lote	de	anticuerpos	policlonales	de	















the	MTX	structure	and	the	 free	–NH2	groups	of	 the	 lysine	residues	 in	 the	corresponding	
proteins	were	used.	A	stage	that	involved	the	formation	of	the	active	MTX	ester	using	1.3	




characterization	 of	 the	 haptic	 load	 was	 carried	 out	 by	 UV/Vis	 and	 MALDI-TOF	 mass	
spectrometry	 for	each	of	 the	bioconjugates	 resulting:	5.5	haptens/BSA	that	was	used	as	






protein	 bioconjugates	 was	 checked.	 However,	 at	 a	 low	 haptic	 loading	 of	 the	 prepared	
bioconjugates,	a	batch	of	rabbit	polyclonal	antibodies	that	exhibited	inhibition	curves,	with	






país	 se	 realiza	 por	 la	 Comisión	 Federal	 para	 la	 protección	 contra	 Riesgos	 Sanitarios	
(COFEPRIS)	con	un	programa	de	farmacovigilancia	bajo	la	presunción,	la	efectividad	de	los	
fármacos	se	encuentran	contrastados	con	su	potencial		de	generar	reacciones	adversas	con	
su	 consiguiente	 riesgo	 en	 la	 salud.1	 Las	 intoxicaciones	 medicamentosas	 se	 han	
transformado	 en	 un	 problema	 de	 salud	 pública,	 puesto	 que	 ocasionan	 un	 número	
importante	de	accesos	a	unidades	de	terapia	intensiva.2	




	 La	monitorización	 terapéutica	 de	 fármacos	 (MFT	 o	 TDM	 por	 sus	 siglas	 en	 ingles	
Therapeutic	 Drug	 Monitoring),	 es	 una	 herramienta	 que	 ha	 permitido	 optimizar	 la	
disminución	de	los	efectos	tóxicos	y	elevando	la	eficiencia	de	los	tratamientos.	Asimismo,	






variabilidad	 farmacocinética,	 efecto	 farmacológico	 difícil	 de	 medir	 y	 disponer	 de	 una	
metodología	analítica	para	la	rápida	obtención	del	resultado.5	Entre	los	grupos	de	fármacos	





















	 Los	 fármacos	 inmunosupresores	 son	 agentes	 químicos	 que	 producen	 una	
disminución	en	la	actividad	del	sistema	inmunitario,	no	obstante,	estos	medicamentos	no	
están	libres	de	efectos	adversos	o	secundarios	debido	a	que	la	mayoría	de	ellos	no	actúan	





que	 difieren	 entre	 sí	 por	 su	 efecto	 farmacológico	 entre	 los	 cuales	 se	 encuentra	 la	
azatioprina,	ácido	micofenólico,	ciclofosfamida	y	el	metotrexato.6	
1.1	Metotrexato	
	 El	 metotrexato	 (MTX)	 (4-amino-10-metilfolato,	 4-amino-10-metil	 pteroil-L-
glutamato),	un	análogo	estructural	y	antagonista	del	ácido	fólico	(Figura	1),	es	un	fármaco	
quimioterápico	 empleado	 con	 frecuencia	 en	 oncología	 infantil,	 en	 enfermedades	













efectos	 	 se	 encuentran	 el	 crecimiento	 celular,	 producción	 nucleótidos	 del	 ADN	 y	 RNA,	
síntesis	de	ácido	timidílico	y	como	efecto	más	importante	se	identifica	la	restricción	de	la	
timidilato-sintasa	ocasionando	el	bloqueo	de	la	síntesis	de	ADN	en	la	fase	S	del	ciclo	celular	
o	 prolongando	 el	 ingreso	 desde	 G1	 a	 S.	 (Figura	 2).8	 Los	 tejidos	 que	 reflejan	 un	 efecto	
















































debido	a	 la	 variabilidad	 individual	 en	 los	parámetros	 farmacocinéticos	que	 influyen,	por	






ácido	 folínico	 o	 glucarpidasa	 son	 insuficientes	 como	medidas	 de	 prevención,	 ya	 que	 se	
conoce	que	la	administración	de	MTX	a	dosis	bajas	y	altas	generan	toxicidad	grave,	como	




























Psoriasis	 30	mg	 semanalmente	 	








































disoluciones	 alcalinas	 diluidas	 dado	 que	 el	metotrexato	 tiene	 dos	 grupos	 carboxilo,	 con	
respecto	 a	 los	 disolventes	 orgánicos	 la	 solubilidad	 mostrada	 es	 muy	 ligera	 o	 nula.13	 El	
carácter	hidrofílico	del	MTX	le	impide	atravesar	la	membrana	celular,	por	lo	cual	requiere	
de	 un	 sistema	 de	 transporte	 específico	 como	 el	 transportador	 de	 folatos	 reducidos,	 ya	
dentro	de	la	célula	el	MTX	se	convierte	a	metotrexato	poliglutamato	(MTX-PG)	por	acción	

















































clínica,	 requiere	 de	 un	 control	 cuidadoso	 de	 las	 concentraciones	 plasmáticas,	
especialmente	 en	 los	 protocolos	 de	 dosis	 altas	 y	 de	 rescate	 con	 ácido	 folínico.8	 La	











microfluídicos,	 espectrometría	 de	 masas	 (MS)	 y	 técnicas	 de	 espectrometría	 UV-vis	 y	
fluorescencia.19	Se	han	desarrollados	métodos	de	cromatografía	de	líquidos	de	alta	eficacia	




un	 detector	 UV/Vis,	 sin	 embargo,	 a	 pesar	 de	 su	 alto	 nivel	 de	 sensibilidad,	 la	 absorción	
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UV/Vis	 adolece	 la	 falta	 de	 especificidad	 para	 los	 analitos.16,	 21	 El	MTX	 es	 una	 sustancia	
absorbente	en	UV/Vis	fuerte,	debido	a	la	presencia	del	cromóforo	pterino	heteroaromático,	
y	 los	máximos	de	absorción	dependen	en	gran	medida	del	pH	de	 la	 fase	móvil,	el	 límite	
inferior	de	detección	alcanzado	para	MTX	varía	entre	20	y	200	nM	en	muestras	biológicas,	




Ambiente	 de	 Estados	 Unidos	 	 por	 sus	 siglas	 en	 ingles)	 como	método	 oficial	 es	 la	 HPLC	
MS/MS.22		Algunas	de	las	prestaciones	de	HPLC	MS/MS	son	su	límite	de	cuantificación		de	
5	 nM,	 una	 desproteinización	 simple,	 el	 efecto	 de	 matriz	 por	 efecto	 de	 suero	 no	 es	
observado,	la	sensibilidad	de	esta	técnica	es	de	1000	a	2000	veces	más	que	HPLC-UV	y	el	
efecto	 cruzado	 con	 estructuras	 análogas	 a	 la	 de	MTX	 no	 influye	 en	 esta	 técnica.22	 	 	 La	
necesidad	de	gestionar	eficazmente	la	dosificación	y	prevención		de	los	daños	a	la	salud,	
genera	un	 compromiso	para	disponer	de	 técnicas	 analíticas	 fidedignas	 y	 rápidas	para	el	




Los	 escenarios	 con	 poca	 o	 nula	 dotación	 instrumental,	 tiempo	 y	 un	 número	
considerable	de	muestras,	requiere	de	alternativas	para	el	procesamiento	de	las	mismas,	
















específicos	que	contrarrestan	a	 los	elementos	 	 	El	sistema	inmune	de	 los	vertebrados	es	
apto	 para	 poner	 en	marcha	mecanismos	 de	 neutralización	 especifica	 de	 	 los	 elementos	
extraños	que	ingresan	al	organismo,	así	como	de	originar	células	de	memoria	productoras	
de	anticuerpos	orientados	selectivamente	hacia	cada	antígeno,	que	se	accionarán		después	
de	 una	 nueva	 exposición,	 generando	 una	 repuesta	 de	 defensa	más	 eficiente.	 La	 forma		
característica	de	los	anticuerpos	luce	semejante	a	la	letra	Y.		
La	representación	esquemática	clásica	de	una	inmunoglobulina	en	particular	la	de	
tipo	 G	 se	 muestra	 en	 la	 figura	 5.25	 La	 estructura	 básica	 de	 una	 inmunoglobulina	 está	
formada	por	dos	cadenas	polipeptídicas	ligeras	idénticas	(de	25	kDa	cada	una)	y	dos	cadenas	
polipeptídicas	pesadas	 (de	50	 kDa	 cada	una)	 también	 idénticas.	 Las	 cadenas	pesadas	 se	
encuentran	unidas	entre	sí	por	puentes	disulfuro,	y	cada	una,	a	su	vez,	se	une	a	una	cadena	




activación	 de	 la	 respuesta	 inmune,	 esto	 se	 debe	 a	 la	 composición	 de	 la	 misma	 por	
aminoácidos	 constantes	 y	 regiones	 de	 glicosilación.	 La	 porción	 Fab	 (fragment	 antigen	
binding)		están	constituidas	por	la	porción	N-terminal	de	las	cadenas	pesadas	y	ligeras,	estos	













función	 de	 su	 estructura	 las	 inmunoglobulinas	 se	 categorizan	 en	 cinco	 isotipos	 o	 clases	




ligeras	 sean	de	 tipo	k	o	λ.	 La	 longitud	de	 la	 zona	de	“bisagra”	 	 y	el	número	de	puentes	














convencionales	 han	 asumido	 un	 rol	 de	 caballo	 de	 batalla	 en	 la	 detección	 cualitativa	 y	
cuantitativa	de	analitos	en	muestras	heterogéneas	durante	más	de	50	años.27	Además	el	
desarrollo	 de	 anticuerpos	 ha	 facilitado	 la	 generación	 de	 ensayos	 altamente	 robustos,	















de	 una	 etapa	 de	 lavado.	 Este	método	 es	 empleado	 para	medir	 sustancias	 en	 pequeñas	
cantidades	 ya	 que	 posee	 una	 facilidad	 en	 su	 uso.29	 Los	 métodos	 heterogéneos	 usados	




homogéneo,	 además	 permite	 detectar	 anticuerpos	 específicos	 y	 antígenos	 solubles.	 Las	








la	 actividad	de	 la	 enzima,	 se	 añade	un	 sustrato	 enzimático	 al	medio	 el	 cual	 genera	una	
coloración,	esta	coloración	es	muestra	de	un	resultado	positivo	y	la	ausencia	de	coloración	
es	 indicativo	 de	 un	 resultado	 negativo	 por	 ausencia	 de	 enzimas.31	 Este	 formato	 es	










de	 este	 formato	 se	 da	mediante	 la	 reacción	 competitiva	 entre	 objetivos	 en	 la	muestra	
(antígeno	o	anticuerpo)	y	objetivos	marcados	con	enzimas	(antígeno	o	anticuerpo)	contra	
el	 anticuerpo	 o	 antígeno	 inmovilizado	 correspondiente.32	 En	 este	 formato	 el	 antígeno	
(marcado	 o	 sin	marcar)	 o	 las	moléculas	 de	 anticuerpo	 compiten	 entre	 sí	 para	 unirse	 al	
anticuerpo	o	antígeno	en	los	pocillos	(Figura	7).	La	coloración	resultante	permite	cuantificar	







En	1971	Perlmann	y	Schuurs	 fueron	 los	primeros	en	desarrollar	el	 formato	ELISA	
directo,	método	pionero	para	otros	formatos	ELISA.34,35	Principalmente,	el	formato	directo	
es	utilizado	para	determinar	analitos	de	alto	peso	molecular,	para	este	método	la	placa	es	




















reconoce	al	 anticuerpo	primario	 inmovilizado	por	 su	unión	al	 antígeno,	para	 la	 señal	 se	
agrega	un	sustrato	para	el	desarrollo	de	color	(Figura	9).	La	señal	aumenta	al	incrementar	
la	 cantidad	 de	 antígeno	 inmovilizado.	 Este	 formato	 es	 adecuado	 para	 medir	
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Los	 ensayos	 ELISA	 pueden	 ser	 diseñados	 para	 acceder	 a	 información	 cualitativa,	
semicuantitativa	y	cuantitativa.	En	el	caso	de		información	cualitativa,	los	ensayos	ELISA	son	
utilizados	 para	 indicar	 la	 presencia	 de	 un	 antígeno	 particular	 en	 una	 muestra,	 esta	
información	es	interpretada	como	un	resultado	positivo	o	negativo.	La	información	semi-
cuantitativa	en	ensayos	ELISA	se	utilizan	para	comparar	niveles	de	antígeno	presente	en	las	
muestras	 de	 ensayo,	 utilizando	 como	 patrón	 de	 comparación	 la	 intensidad	 de	 señal	
generada	en	la	muestra	la	cual	variará	con	respecto	a	la	concentración	del	antígeno.	Con	





intensidad	de	 la	 señal	 	de	un	ELISA	competitivo	en	 función	de	 la	 cantidad	de	analito	en	
escala	semilogarítmica	proporciona	una	curva	sigmoide	(Figura	10).38	Esta	representación	
recibe	el	nombre	de	 curva	de	 inhibición,	 ya	que	 representa	el	 grado	de	 inhibición	de	 la	
interacción	entre	el	anticuerpo	y	conjugado	debido	a	la	presencia	del	analito.	Generalmente	
 18 
una	curva	de	 inhibición	es	asociada	con	 tres	parámetros:	el	primero	de	ellos	 la	asíntota	
inferior,	 que	 representa	 la	 señal	 mínima	 (Amín);	 el	 segundo	 es	 la	 asíntota	 superior,	




como	 estimación	 numérica	 de	 la	 sensibilidad	 del	 ensayo.	 La	 IC50	 puede	 utilizarse	 en	






como	 curva	 de	 calibración,	 de	manera	 que	 tras	 obtener	 ésta,	 a	 partir	 de	 una	 serie	 de	







En	 este	 contexto,	 existen	 dos	 formatos	 de	 inmunoensayos	 utilizados	 para	 la	
detección	 de	 MTX,	 el	 primero	 de	 ellos,	 es	 la	 metodología	 	 más	 empleada	 para	 la	







(CMIA)	 está	 experimentado	 un	 ascendente	 interés,	 por	 representa	 una	 opción	 sencilla,	
asequible,	 de	 alta	 sensibilidad	 y	 bajos	 límites	 de	 detección	 que	 compiten	 con	 el	 FPIA	 y	
HPLC-MS.43,44		
	Hasta	 la	 fecha	 los	 inmunoensayos	 antes	 mencionados	 siguen	 siendo	 limitados	 y	
exhiben	 problemas	 de	 reacción	 cruzada	 con	 algunos	 metabolitos	 del	 MTX	 como	 el	
7-hidroximetotrexato	 y	 DAMPA.	 Adicionalmente,	 la	 sensibilidad	 para	 concentraciones	
séricas	 bajas	 del	 analito	 (<	 0.050	 µmol/L),	 se	 observa	 en	 ocasiones	 comprometida	
ocasionando	 problemas	 de	 correlación	 con	 técnicas	 analíticas	 comparativas	 como	
HPLC-MS.43,44	 Existe	 por	 tanto	 una	 necesidad,	 en	 particular	 del	 sector	 clínico	 y	
medioambiental,	 de	 desarrollar	 métodos	 analíticos	 que	 comprendan	 al	 menos	 un	
anticuerpo	de	alta	sensibilidad	para	metotrexato,	principalmente	por	medio		del	uso	de	un	
kit	 que	 permita	 de	 manera	 confiable,	 rápida	 y	 económica,	 el	 análisis	 en	 lugares	 poco	
dotados	tecnológicamente	controlar	la	dosis	terapéutica	del	fármaco.		
A	 la	 vista	de	 todo	 lo	expuesto,	 y	en	una	primera	etapa,	 contemplamos	 como	un	
objetivo	científico-tecnológico	importante	la	obtención	de	haptenos	del	metotrexato	y	la	
correspondiente	 generación	 bioconjugados	 proteicos	 a	 objeto	 de	 contar	 con	 los	
inmunorreactivos	 necesarios	 que	 eventualmente	 nos	 permitan	 la	 generación	 de	
anticuerpos	 para	 el	 metotrexato,	 elementos	 claves	 para	 la	 generación	 de	 un	 kit	 de	
inmunoensayo	 en	 soporte	 sólido	 tipo	 ELISA.	 En	 las	 próximas	 secciones	 se	 exploran	
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los	 complejos	 formados	 contienen	una	molécula	 de	 origen	 biológico	 o	 derivado	de	 una	
biomolécula;	sin	embargo,	se	pueden	obtener	conjugados	completamente	sintéticos,	pese	
a	que,	su	uso	estará	dirigido	a	aplicaciones	biológicas.46	La	síntesis	de	bioconjugados	puede	
generar	 compuestos	 que	 tengan	 proporciones	 semejantes	 de	 cada	 componente	 o	
conjugados	 que	 tengan	 la	 finalidad	 de	 tener	 más	 moléculas	 de	 un	 componente	 en	
particular.	El	proceso	de	síntesis	de	bioconjugados	a	partir	de	moléculas	diferentes	crea	así	
nuevos	complejos	que	tendrán	propiedades	combinadas	de	cada	constituyente	del	que	se	










	La	 generación	 de	 bioconjugados	 se	 puede	 llevar	 a	 cabo	 usando	 agentes	 de	
entrelazamiento,	mediante	el	uso	de	una	funcionalidad	química	apropiada	en	una	de	las	
moléculas	 para	 facilitar	 la	 conjugación	 o	 usando	 un	 agente	 de	 activación	 secundario,	
generando	un	grupo	químico	reactivo	intermediario	en	uno	de	los	componentes	a	conjugar.	
La	 clave	 para	 una	 síntesis	 exitosa	 de	 un	 bioconjugado	 se	 debe	 a	 la	 selección	 del	 grupo	














































	 La	 funcionalidad	 del	 carboxilato	 presenta	 una	 nucleofilicidad	 baja	 en	 disolución	
acuosa,	por	tal	motivo,	los	grupos	químicos	que	reaccionan	de	forma	específica	con	ácidos	
carboxílicos	son	limitados,	y	la	gran	mayoría	de	los	reactivos	se	unen	a	través	de	un	proceso	
























































	 Otra	 estrategia	 utilizada	 para	 la	 activación	 de	 esta	 funcionalidad,	 se	 basa	 en	 la	
activación	del	grupo	hidroxilo	mediante	 la	utilización	de	carbonato	de	N,N’-disuccimidilo	






Otro	 elemento	 importante	 para	 la	 elaboración	 de	 bioconjugados,	 es	 la	
macromolécula	 a	 la	 cual	 se	 acoplará	 covalentemente	el	 análogo	estructural	 o	 el	 analito	
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tales	 bioconjugados	 se	 empleen	 como	 inmunorreactivos	 para	 el	 desarrollo	 de	 un	
inmunoensayo.	Entre	las	proteínas	utilizadas	para	la	síntesis	de	bioconjugados,	se	pueden	
encontrar	 a	 la	 hemocianina	 de	 lapa	 californiana,	 tiroglobulina,	 proteínas	 toxoides,	




que	 facilitan	 su	 conjugación.	 Entre	 los	 grupos	 funcionales	 de	 relevancia	 química	 se	
encuentran	grupos	carboxílicos,	17	grupos	imidazol	de	la	histidina,	19	residuos	de	fenolato	












las	 proteínas	 que	 se	 pueden	 utilizar	 en	 la	 síntesis	 de	 conjugados	 de	 ensayo	 son	 la	
tiroglobulina,	proteínas	toxoides	y	la	ovoalbúmina	(OVA).	
La	OVA	es	una	proteína	que	con	éxito	se	ha	empleado	como	operador	no	relevante	
para	 la	 BSA;	 cabe	 mencionar	 que	 la	 BSA	 y	 la	 OVA	 poseen	 algunos	 epítopos	






los	 conjugados	 de	 OVA	 se	 han	 utilizado	 ampliamente	 como	 inmunorreactivos	 para	 el	
tapizado	de	microplacas	ELISA	en	inmunoensayos	de	formato	indirecto.46,50		
Otra	 área	 de	 aplicación	 de	 los	 bioconjugados	 es	 la	 detección	 y	 seguimiento	 de	
biomoléculas	 para	 la	 cuantificación	 y	 desarrollo	 de	 inmunoensayos.	 Los	 modelos	
conjugados	 para	 la	 detección,	 pueden	 consistir	 en	 componentes	 trazables,	 etiquetas	
fluorescentes,	radiomarcadores,	agentes	de	contraste,	nanopartículas,	soportes	sintéticos	
como	 dendrímeros	 de	 fulerenos,	 proteínas	 fluorescentes,	 reactivos	 intermediarios	 de	
biotina-estreptavidina	 y	 enzimas.	 Las	 enzimas	 más	 utilizadas	 para	 la	 generación	 de	
conjugados	 que	 proporcionen	 señales	 en	 los	 inmunoensayo	 son	 la	 fosfatasa	 alcalina,	
ß-galactosidasa	y	la	peroxidasa	de	rábano	picante	(HRP).51	
Una	de	 las	enzimas	popularmente	empleada	en	 la	preparación	de	bioconjugados	
anticuerpo-enzima	 y	 hapteno-enzima	 es	 la	 HRP;	 glicoproteína	 que	 contiene	 cantidades	
significativas	de	carbohidratos,	sus	cadenas	de	polisacáridos	suelen	usarse	en	reacciones	de	
acoplamiento	 a	 moléculas	 diana.	 La	 enzima	 posee	 solo	 dos	 grupos	 aminos	 libres	 que	
pueden	ser	utilizados	en	la	formación	de	bioconjugados,	a	través	de	aminación	reductiva	a	
los	grupos	amino	en	las	inmunoglobulinas;	esta	enzima	esta	acoplada	aproximadamente	al	
80%	 de	 los	 conjugados	 de	 anticuerpos	 que	 se	 utilizan	 en	 sistemas	 de	 inmunoensayos.	
Algunas	de	las	ventajas	de	la	enzima	HRP,	además	de	su	naturaleza	robusta	y	estable,	es	la	
formación	de	productos	fluorescentes	y	quimioluminiscentes	que	se	encuentran	entre	los	
reactivos	 de	 detección	 más	 sensibles,	 razón	 que	 facilita	 la	 detección	 de	 pequeñas	
cantidades	de	analitos	específicos.46,51	
En	 el	 rubro	 de	 generar	 productos	 de	 señalización	 que	 permitan	 realizar	 una	
medición	 del	 analito,	 se	 encuentra	 el	 complejo	 Biotina-estreptavidina.	 La	 constante	 de	
disociación	 de	 este	 complejo	 (Kd	 =	 4x10−14	 M)	 demuestra	 que	 es	 una	 interacción	 no	
covalente	fuerte.52	Este	potencial		de	enlace	se	conserva	en	condiciones	excesivas		de	pH,	







La	 interacción	 altamente	 específica	 de	 la	 estreptavidina	 con	 la	 biotina	 es	 una	
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2.	Hipótesis	
	 El	 acoplamiento	 covalente	 del	 MTX	 a	 proteínas	 como	 BSA,	 OVA	 y	 HRP,	 genera	
bioconjugados	 proteicos	 con	 cargas	 hapténicas	 aptas	 para	 utilizarse	 como	
inmunorreactivos	 para	 la	 eventual	 obtención	 de	 anticuerpos	 y	 desarrollo	 de	
inmunoensayos	tipo	ELISA	para	su	identificación.	
2.1	Objetivos	
Este	 estudio,	 pretende	 obtener	 como	 principal	 producto	 de	 investigación	
bioconjugados	 proteicos	 del	 metotrexato,	 inmunorreactivos	 clave	 para	 la	 eventual	
producción	de	anticuerpos.	Para	este	fin,	será	indispensable	alcanzar	un	grupo	de	objetivos	
específicos	que	se	enuncian	a	continuación:	










2. Obtener	 los	 ésteres	 activos,	 preferentemente	 de	 N-hidroxisuccinimidilo,	 de	 los	
haptenos	 funcionalizados	al	 objeto	de	 realizar	el	 acoplamiento	 covalente	 con	 los	
grupos	amino	de	los	residuos	de	l-lisina	de	la	proteína	correspondiente.	
3. Purificar	por	exclusión	molecular	los	bioconjugados	proteicos	generados	









Aldrich,	 disponibles	 comercialmente	 sin	 procesamiento	 preliminar	 exceptuado	 aquellos	
que	así	lo	requieran.	Los	procedimientos	con	compuestos	susceptibles	al	aire	y/o	humedad	
se	llevaron	a	cabo	bajo	ambiente	inerte	de	N2	deshumedecido	o	argón,	utilizando	cánulas	o	









de	 los	 espectros	 de	 infrarrojo	 (IR)	 fue	 reflectancia	 total	 atenuada	 (ATR)	 mediante	
espectrómetro	Nicolet	Avatar	Mod.	320	FT-IR	que	no	requiere	de	preparación	previa	de	las	
muestras.	La	intensidad	de	los	picos	se	definió	como	fuerte	(f),	media	(m)	o	débil	(d).	En	el	
caso	 de	 resonancia	 magnética	 nuclear	 (RMN)	 	 los	 espectros	 se	 obtuvieron	 en	 un	
espectrómetro	 Bruker	 Avance	 DRX-300MHz	 y/o	 DRX-500MHz	 a	 300.13	 y	 500	 MHz	
respectivamente,	para	RMN	1H,	282.38	MHz	para	RMN	19F	y	75.48	MHz	para	RMN	13C;	Para	
cada	uno	de	los	productos	se	utilizo	el	disolvente	deuterado	adecuado.		





algunas	 señales	 con	 supra	 índices	 semejantes	 pueden	 encontrarse	 intercambiadas.	 Los	
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patrones	de	desdoblamiento	espectral,	 se	designaron	 como:	 s	 (singlete),	 d	 (doblete),	 dd	
(doble	doblete),	 ddd	 (doble	doblete	doblado),	 t	 (triplete),	 dt	 (doble	 triplete),	 c	 (cuartete),	
quint	(quintuplete),	m	(multiplete).		
Los	 datos	 generados	 en	 los	 espectros	 de	 masas	 de	 alta	 resolución	 (EMAR)	 están	





productos	 se	 observaron	 con	 radiación	 ultravioleta	 de	 254	 nm,	 además,	 se	 emplearon		
reveladores	 químicos,	 tales	 como:	 vapores	 de	 yodo,	molibdato	 sérico	 amónico	 acuoso,	
ácido	fosfomolíbdico	etanólico	y	ninhidrina.	De	manera	apropiada,	después	de	empapar	las	
placas	 en	 la	 solución	 reveladora	 se	 calentó	 con	 una	 secadora	 hasta	 la	 obtención	 de	 la	
coloración	deseada.		
La	 cromatografía	 flash	 se	utilizó	en	 la	 	 purificación	de	 los	productos	 sintetizados	en	






















pirogalol	 como	 substrato)	 	 de	 Sigma-Aldrich.	 Roche	 Applied	 Science	 	 suministró	 la	
seroalbúmina	bovina	(BSA,	Fracción	V)	.	A	partir	del	éster	activo	sintetizado,	se	prepararon	
los	 conjugados	 correspondientes	 de	 inmunización	 empleando	 la	 proteína	 BSA	
(seroalbúmina	 bovina),	 y	 los	 bioconjugados	 de	 ensayo	 OVA-hapteno	 y	 HRP-hapteno	
(Ovoalbúmina	 y	 Peroxidasa	 de	 rábano	 picante,	 respectivamente)	 aplicando	 para	 ello,	
protocolos	 de	 conjugación	 descritos	 en	 la	 literatura	 y	 que	 brevemente	 se	 describen	 a	
continuación.	La	cromatografía	de	exclusión	molecular	se	utilizó	para	la		purificación	de	los	
conjugados	 proteína-hapteno	 	 y	 se	 realizó	 utilizando	 columnas	 Sephadex	 G-25	 HiTrap	
Desalting,	 proporcionadas	 por	 General	 Electric	 Healthcare.	 Como	 eluyente	 se	 empleó	











































fracciones	 recolectadas	 que	 tenían	 los	 conjugados	 de	 BSA	 se	 esterilizaron	 por	 filtración	









de	OVA	 (9	mg/mL)	disuelta	en	 	 tampón	carbonato	50	mM,	pH	9.6.	Al	expirar	 las	2	h	de	





para	 determinar	 la	 eficiencia	 de	 la	 conjugación,	 en	 principio	 del	 número	 de	 haptenos	
asociados	al	conjugado,	mediante	espectrometría	de	masas	MALDI-TOF.54	
3.1.2.3	Preparación	de	trazadores	enzimáticos	con	HRP	
Respecto	 a	 la	 preparación	 de	 este	 conjugado	 se	 partió	 de	 una	 solución	 que	
contenían	176	µmoles	en	DMF	del	hapteno	activado,	se	tomaron	57	µL	y	se	adicionaron	
ininterrumpida	 sobre	 0.9	 mL	 de	 una	 solución	 de	 HRP	 (2.2	 mg/mL)	 en	 solución	
amortiguadora	 de	 carbonato	 50	 mM,	 pH	 7.4.	 La	 reacción	 se	 dejó	 avanzar	 por	 2	 h	 a	
condiciones	 estándar.	 Después	 de	 concluido	 el	 tiempo	 de	 reacción,	 los	 trazadores	
enzimáticos	se	purificaron	reproduciendo	la	técnica	descrita	anteriormente	para	los	otros	
bioconjugados,	se	preparó	un	volumen	de	los	mismos	para	la	determinación		de	la	carga	







cada	 posición)	 en	 un	 intermedio	 de	 masas	 de	 10000-120000	 m/z.	 	 Los	 liofilizados	 	 se	
acondicionaron		en	100	μL	de	una	solución	acuosa	la	cual	contenía		0.1%	de	TFA	y	un	2%	de	




disminuir	 el	 error	 en	 la	 atribución	 de	 la	 masa	 tanto	 de	 la	 proteína	 estándar	 como	 del	
bioconjugado	proteína–MTX,	se	usó	el	programa	mMass-Open	Source	Mass	Spectrometry	





Para	 este	 paso	 se	 emplearon	 dos	 conejos	 hembras	 New	 Zealand	 con	 un	 peso	
cercano	a	2	kg.	Se	inyectaron	ambos	conejos	con	el	inmunógeno	BSA-MTX	con	el	siguiente	
esquema	de	inmunización:		
En	 la	 1ª	 inmunización,	 se	 administro	 por	 inoculación	 subcutánea	 300	 µg	 de	
inmunógeno	a	cada	conejo	generando	una	emulsión	1:1	(v/v),	con		adyuvante	de		Freund	
completo	y	llevándolo	a	un	volumen	total	de	1	mL,	repartiéndose	la	dosis	en	la	región	dorsal	
del	 animal.	 A	 espacios	 de	 tres	 semanas,	 adicionalmente	 los	 conejos	 percibieron	 tres	
inmunizaciones	 con	 la	 misma	 porción	 de	 inmunógeno,	 la	 emulsión	 en	 estos	 casos	 se	





Pasados	 diez	 días	 de	 la	 cuarta	 inmunización,	 los	 conejos	 se	 exanguinaron	 por	
punción	intracardiaca.	Las	muestras	de	sanguíneas	obtenidas	se	conservaron	a	4	°C	por	un	




en	 dos	 ocasiones	 a	 2800	 revoluciones	 durante	 15	 minutos.	 	 Se	 tomó	 un	 volumen	 del	
antisuero	obtenido	se	diluyó	1:4	con	PBS–timerosal	0.01%	(p/v)	y	se	guardó	a	4	°C	en	frascos	





Calendario	 1a	 2a	 3a	 Sangrado	parcial	 4a	 Exsanguineo	
10-Diciembre-18	 X	 	 	 	 	 	
31-Diciembre-18	 	 X	 	 	 	 	
21-Enero-19	 	 	 X	 	 	 	
31-Enero-19	 	 	 	 X	 	 	
11-Febrero-19	 	 	 	 	 X	 	







de	 inmunoensayo	 se	 obtuvieron	 de	 un	 lector	MULTISKAN	 FC	 (Thermo	 Scientific).	 Las	












Los	 96	 pocillos	 de	 las	 placas	 se	 tapizaron	 con	 100	 μL	 del	 conjugado	 OVA-MTX	
correspondiente	 en	 buffer	 carbonato-bicarbonato,	 se	 dejo	 reposar	 durante	 la	 noche	 a	
temperatura	 ambiente.	 Las	 concentraciones	del	 conjugado	del	 tapizado	 se	muestran	de	
forma	precisa	en	cada	uno	de	los	apartado	de	los	capítulos	de	resultados,	discusión	y	al	final	
























dual	 a	 450	 nm	 	 y	 utilizando	 como	 referencia	 	 la	 longitud	 de	 onda	 de	 620	 nm.	 La	







carencia	 de	 analito	 (Amax)];	 en	 el	 caso	 del	 parámetro	B	 es	 la	 pendiente	 en	 el	 punto	 de	
inflexión	de	la	curva;	para	C	es	la	cantidad	de	analito	en	el	punto	de	inflexión;	y	D	es	el	valor	
de	 la	 asíntota	mínima	 [el	 ruido	de	 fondo	 (Amin]	 (Figura	17).	 El	 parámetro	C,	 igualmente	
nombrado	IC50	por	coincidir		con	la	cantidad	de	analito	que	genera	una	inhibición	de	la	señal	
máxima	del	50%,	es		el	parámetro	primordial	de	la	curva,	puesto	que	tiende	a	empelarse	









absorbancia	 experimental	 conseguida	 en	 carencia	 de	 analito	 (AO),	 para	 favorecer	 la	
confrontación	de	diversos	ensayos.	Los	datos	de	la	absorbancia	normalizada	se	tasaron	con	









que	 se	 desarrollen	 en	 base	 	 a	 los	 anticuerpos	 	 obtenidos,	 están	 condicionados	 por	 el	
hapteno	 funcionalizado	que	se	use	 	en	el	elaboración	del	conjugado	 inmunogénico.58	La		
correlación	electrónica	y		estructural	que		se	da	entre	la	molécula	de	referencia	y	el	hapteno	
funcionalizado,	 y	 la	 disposición	 en	 que	 el	 esqueleto	 de	 éste	 se	 presenta	 al	 sistema	









y	 conformacionales	 de	 cualquier	 molécula,	 en	 el	 trabajo	 de	 laboratorio	 el	 diseño	 y	
desarrollo	 de	 un	 conjunto	 de	 isómeros	 estructurales	 (haptenos	 regioisoméricos)	 es	 la	
principal	táctica	empleada		para	la	generación	de	anticuerpos	de	alta	afinada	orientada	a	
moléculas	de	diminuto	tamaño.		Esta	técnica	consiste	en	integrar	un	brazo	espaciador,	que	





diversas	 características.	 El	 MTX	 es	 una	 molécula	 altamente	 polar	 que	 incorpora	 en	 su	
estructura	 tanto	 grupos	 carboxílicos	 como	 amínicos,	 cuya	 disociación	 y	 por	 tanto	 su	
solubilidad,	en	determinado	disolvente,	dependerá	del	pH	de	la	disolución;	por	otro	lado,	
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la	accesibilidad	química	para	 las	 funcionalidades	mencionadas	se	han	 limitado	solo	a	 los	
grupos	carboxílicos,	mientras	que	el	acoplamiento	de	brazos	espaciadores	a	través	de	los	





permita	 el	 desarrollo	 de	 una	 plataforma	 inmunoanalítica	 competitiva	 con	 métodos	
instrumentales.	
	 Con	 respecto	 a	 estos	 argumentos,	 a	 priori	 a	 la	 proyección	 de	 los	 haptenos	 a	
sintetizar,	 se	 llevó	 a	 cabo	 una	 serie	 de	 pruebas	 de	 solubilidad	 del	 MTX	 en	 diferentes	









Factor	 	 	 	 	













funcionales	 de	 la	molécula,	 permitiendo	 plantear	 tres	 aproximaciones	 sintéticas	 para	 la	
obtención	 de	 tres	 análogos	 funcionalizados	 de	 MTX,	 mtx-C,	 mtx-N	 y	 mtx-pG,	
respectivamente.		
 39 
	 El	 hapteno	 mtx-C,	 se	 refiere	 a	 la	 misma	 molécula	 del	 MTX	 sin	 modificación	

































































inmunogénicos	 como	 pudieran	 ser	 insaturaciones,	 anillos	 aromáticos,	 etc.,	 además	 su	
longitud	es	relativamente	corta,	se	considera	una	longitud	adecuada	de	cuatro	átomos	de	

























































Durante	 el	 proceso	 de	 activación	 del	 carboxilato,	 se	 presentaron	 problemas	 de	
purificación	derivadas	de	la	solubilidad	del	producto	eventualmente	generado	y	observado	
por	 CCF.	 Después	 de	 aplicar	 varias	 estrategias	 de	 solución	 que	 involucraron	 desde	 la	
modificación	 del	 pH	 de	 la	mezcla	 de	 elución	 por	 adición	 de	 Et3N,	mezclas	 ternarias	 de	
elución,	 empleo	 de	 columna	 semipreparativa,	 entre	 otras;	 se	 decidió	 aislar	 el	 crudo	 sin	
previa	purificación	e	identificar	la	formación	del	éster	activo	de	N-succimidilo	por	RMN	de	





la	BSA	con	el	 crudo	de	 reacción	de	 formación	del	éster	activo	de	N-succimidilo	con	una	







se	 recolectaron	 las	 fracciones	 que	 presentaron	 picos	 de	 absorción	 a	 281	 nm	























































































250	 260	 270	 280	 290	 400	
0.003125	 0.000	 0.012	 0.000	 0.002	 0.011	 0.000	
0.006250	 0.087	 0.118	 0.084	 0.084	 0.064	 0.000	
0.012500	 0.199	 0.249	 0.188	 0.204	 0.221	 0.028	
0.025000	 0.402	 0.386	 0.522	 0.402	 0.522	 0.088	
0.050000	 0.864	 1.095	 0.824	 0.901	 1.031	 0.182	
0.100000	 1.511	 1.899	 1.437	 1.576	 1.831	 0.336	
	
A	 partir	 de	 los	 valores	 de	 absorbancia	 a	 diferentes	 longitudes	 onda	 del	 hapteno	
mtx-C,	se	calcularon	los	coeficientes	de	extinción	molar	que	se	muestran	en	la	tabla	7.	En	
ésta,	se	observa	para	este	hapteno,	una	lectura	de	ε	del	orden	de	50,	000	mM-1cm-1,	valor	






250	 48.01460072	 ±	 2.04630003	 0.99278713	
260	 60.57964148	 ±	 3.146467301	 0.989324413	
270	 45.18711557	 ±	 3.263781058	 0.979558942	
280	 50.22576711	 ±	 2.105138143	 0.993022065	
290	 58.46885502	 ±	 2.532843019	 0.9925496	
400	 10.98282836	 ±	 0.44164681	 0.993573393	
	
Tabla	8.	Coeficientes	de	extinción	molar	para	la	proteína	BSA		
	 λ	(nm)	 ε	λP	(mM-1cm-1)	 	 	
	 	 BSA	 	 	
	 250	 20.13	 	 	
	 260	 21.95	 	 	
	 270	 32.38	 	 	
	 280	 35.82	 	 	
	 290	 14.5	 	 	
	 400	 -	 	 	





carga	 hapténica	 del	 bioconjugado	 mtx-C.	 En	 este	 procedimiento,	 se	 considera	 la	
absorbancia	total	del	conjugado	se	debe	a	la	sumatoria	de	las	absorbancias	individuales	de	
cada	 uno	 de	 los	 constituyentes	 presentes	 en	 la	 molécula,	 de	 tal	 manera	 que	 estos	












observa	 que	 se	 encontró	 un	 valor	 de	 RMf	 igual	 a	 6.6	 moléculas	 del	 hapteno	 mtx-C	
incorporadas	a	la	estructura	de	la	proteína	BSA.		
Tabla	9.	Carga	hapténica	del	conjugado	mtx-C-BSA	obtenida	por	UV-vis.	
Longitud	de	onda	 C(BSA)	 C(MTX)	 RM	
	 (mM)	 (mg/mL)	 (mM)	 (nH/nP)	
260	 1.510x10-2	 1	 0.0993143	 6.57710596	
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ésta	 se	 puede	 apreciar	 que,	 en	 ambos	 casos,	 la	 proteína	 BSA	 sufre	 modificaciones	
importantes	en	 su	masa	debido	al	 grado	de	conjugación	hapteno-proteína.	En	 los	datos	
adjuntos	de	la	misma	figura	se	presentan	los	resultados	de	las	relaciones	molares	hapteno-
proteína	(RM)	calculadas	a	partir	de	las	diferencias	másicas	de	la	razón	espectrométrica	m/z	
correspondiente	 a	 dos	 bioconjugados	 del	 hapteno	 mtx-C.	 En	 ellos	 se	 muestra	 que,	 se	
obtuvo	una	RMf	 igual	a	3.12	haptenos/proteína	para	el	bioconjugado	mtx-C-BSA	lote	2	y	
una	RMf	de	5.2	haptenos/proteína	para	el	bioconjugado	mtx-C-BSA	lote	1.	Con	base	a	los	








	 m/Z	 ∆m/hapteno	 ∆(m/z)	 MR	
BSA	 66512.040	 -	 -	 -	
mtx-C-BSA	 68789.684	 437.17	 2277.644	 5.20	
mtx-C-BSA-2	 67877.247	 437.17	 1365.207	 3.12	
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Llegados	a	este	punto,	y	con	los	datos	de	densidad	hapténica	en	mano:	5.2	haptenos	
por	 unidad	 proteica,	 para	 el	 bioconjugado	mtx-C-BSA	 (lote	 1),	 nos	 resultó	 clara	 la	 baja	




No	 obstante	 a	 lo	 anterior,	 es	 conocido	 que,	 si	 bien,	 con	 densidades	 hapténicas	
elevadas,	se	tiende	a	aumentar	la	intensidad	de	la	respuesta	inmunológica,	también	se	sabe	
que,	 el	 título	 de	 afinada	 y	 los	 anticuerpos	 generados	 no	 aumentan	 linealmente	 con	 el	
incremento	del	número	de	haptenos	enlazados	a	 la	proteína	portadora.69	Por	otro	 lado,	
pese	a	que	la	respuesta	inmune	inducida	por	un	conjugado	con	inferior	densidad	hapténica	
tiende	 a	 ser	 de	 baja	 intensidad,	 con	 frecuencia	 se	 obtienen	 anticuerpos	 de	 mayor	
afinidad.67,68,69	
4.1.3	Preparación	del	bioconjugado	de	ensayo	de	OVA	
	 Lateral	 a	 la	 elaboración	 del	 bioconjugado	 inmunogénico	 de	 la	 BSA,	 también	 se	
desarrolló		la	generación	de	un	bioconjugado	de	tapizado,	en	específico	de	OVA,	para	ser	
usado	en	el	proceso	de	valoración	de	la	respuesta	inmune.	Para	estos	tipos	de	evaluación,	
es	 común	 emplear	 ensayos	 ELISA,	 en	 el	 que	 se	 utiliza	 el	 bioconjugado	 OVA-hapteno	
























una	concentración	de	0.02%	timerosal.	De	 igual	manera,	 se	determinó	 también	 la	carga	
hapténica	por	el	método	de	las	absorbancias	aditivas,	y	se	preparó	de	manera	paralela,	una	










	 Por	 tratamiento	 similar	 a	 lo	 realizado	 para	 la	 proteína	 BSA,	 toda	 vez	 que	 se	
obtuvieron	los	valores	de	los	coeficientes	de	extinción	molar	tanto	para	el	hapteno	como	





















	 λ	(nm)	 ε	λP	(mM-1cm-1)	 	
	 	 OVA	 	
	 250	 10.78	 	
	 260	 14.58	 	
	 270	 21.64	 	
	 280	 24.99	 	
	 290	 15.43	 	
	 400	 -	 	






Longitud	onda		 C(OVA)	 C(MTX)	 RM	
	 (mM)	 (mg/mL)	 (mM)	 (nH/nP)	
260	 2.257x10-2	 1	 0.023734122	 1.051421607	





baja,	 una	 relación	molar	 nH/nP	del	 orden	 de	 la	 unidad,	 cuando	 se	 estila	 obtener	 cargas	
hapténicas	de	entre	10	y	12	haptenos/proteína	para	bioconjugados	de	tapizado.71	
	Por	otro	lado,	 la	determinación	de	tal	densidad	hapténica	por	espectrometría	de	
masas	MALDI/TOF,	 tal	como	se	observa	en	 la	 figura	26,	 también	ratificó	 la	baja	relación	
hapteno-proteína,	aunque	el	dato	encontrado	por	éste	procedimiento,	hizo	 referencia	a	
una	 RMf	 del	 orden	 de	 tres	moléculas	 del	 hapteno	mtx-C	 por	 unidad	 de	 proteína	 OVA.		
Diferentes	procedimientos	 se	probaron	a	 razón	de	 incrementar	 la	 carga	hapténica	en	 la	


























a	 la	 placa	mediante	 absorción	 pasiva,	 éste	 tipo	 de	 trazador	 enzimático	 es	 ampliamente	
utilizado	por	su	robustez	analítica	en	ese	contexto.		
	 Para	la	obtención	del	bioconjugado	se	siguió	un	esquema	de	conjugación	similar	al	
descrito	 para	 el	 conjugado	 de	 BSA,	 pero	 con	 algunas	 particularidades.	 En	 este	 caso,	 el	
experimento	 se	 diseñó	 para	 conseguir	 una	 RM0=10	 en	 base	 a	 la	 disponibilidad	 de	 los	
	 m/Z	 ∆m/hapteno	 ∆(m/z)	 MR	
OVA	 44440.368	 	 	 	














	 En	 la	 figura	28	 se	muestran	 los	espectros	de	absorción	del	hapteno	mtx-C,	de	 la	
proteína	HRP	y	del	conjugado	mtx-C-HRP.	En	el	espectro	correspondiente	a	este	último,	se	
observó	 una	 modificación	 significativa,	 que	 presumiblemente	 se	 ocasionó	 por	 la	



















































250	 -	 	 	
260	 20.45	 	 	
270	 20.78	 0.44	 400	nm	
280	 20.56	 	 	
290	 -	 	 	
400	 65.38	 	 	





















 Toda	 vez	 sintetizados	 y	 caracterizados	 los	 bioconjugados	 correspondientes	 en	
términos	 de	 carga	 hapténica,	 se	 buscó	 demostrar	 la	 viabilidad	 de	 cada	 uno	 de	 ellos	 en	
función	de	su	desempeño	como	inmunorreactivo.	En	este	contexto,	resultaba	evidente	que,	
si	se	lograba	generar	anticuerpos	policlonales	(pAb)	capaces	de	reconocer	al	metotrexato,	
quedaría	 así	 probada	 la	 viabilidad	 del	 bioconjugado	 inmunizante	 mtx-C-BSA;	
adicionalmente,	 la	eventual	sensibilidad	de	tales	anticuerpos,	se	mediría	en	términos	de	
valores	 de	 IC50	 en	 un	 inmunoensayo	 ELISA	 en	 el	 formato	 que	 presentase	 mayores	
prestaciones	 analíticas	 como	 estabilidad	 y/o	 reproducibilidad.	 Adicionalmente,	 su	
desempeño	sería	sensible	a	la	correcta	aplicación	de	un	esquema	de	inmunización	en	dos	
conejos	 new	 Zealand	 hembra	 para	 verificar	 el	 potencial	 de	 activar	 la	 respuesta	
inmunológica	de	los	animales,	por	la	producción	de	anticuerpos	capaces	de	reconocer	al	
	 m/Z	 ∆m/hapteno	 ∆(m/z)	 MR	
HRP	 43229.937	 	 	 	












parcial	 en	 ambos	 conejos	 en	 la	 vena	 auricular	 de	 cada	 animal.	 El	 antisuero	 se	 ensayó	
utilizando	 anticuerpos	 policlonales	 de	 cabra	 anti-MTX	 marcados	 con	 streptavidina	 de	
disposición	comercial	en	un	ensayo	de	ausencia-presencia	de	reconocimiento.	El	resultado	
de	 ésta	 prueba	 mostró	 un	 proceso	 de	 inmunización	 muy	 pobre,	 con	 casi	 ausencia	 de	
inhibición	para	el	conejo	A,	mientras	que	para	el	conejo	B,	apenas	si	se	apreció	una	ligera	
inhibición	a	título	del	metotrexato	de	102	µM	en	ensayo.	Un	tanto	desalentados	y	motivados	
únicamente	 por	 la	 experiencia	 en	 el	 grupo	 de	 investigación	 en	 éste	 tipo	 de	





directo	 e	 indirecto.	 En	 estos	 ensayos	 se	 encontró	 que	 los	 anticuerpos	 del	 conejo	 A	
generaban	 respuestas	 de	 reconocimiento	 muy	 bajas	 a	 nulas,	 en	 ambos	 formatos	 del	
inmunoensayo.	Mientras	que	los	anticuerpos	pAb	B	del	conejo	B	sí	presentaban	inhibición	
y	los	siguientes	trabajos	de	caracterización	se	enfocaron	a	éstos	anticuerpos.		





de	 graficar	 los	 datos,	 obteniendo	 así	 curvas	 sigmoides	 poco	 definidas.	 En	 el	 caso	 del	
bioconjugado	 de	 señalización	mtx-C-HRP,	 cabe	mencionar	 que	 efectivamente	 sí	 resultó	
viable	en	términos	de	generar	señal	en	el	inmunoensayo,	aunque	el	desempeño	de	los	pAb	
B	 en	 el	 formato	 directo	 no	 presentaron	 su	 mejor	 desempeño.	 El	 comportamiento	
observado	 en	 el	 inmunoensayo	 en	 este	 formato,	 no	 resulta	 atípico	 cuando	 se	 trata	 de	
















	 Llegados	 a	 éste	 punto,	 y	 habiendo	 seleccionado	 el	 formato	 indirecto	 del	
inmunoensayo	ELISA	competitivo	sobre	el	que	se	trabajaría,	se	realizaron	ensayos	dirigidos	
a	 conocer	 las	 condiciones	 experimentales	 óptimas,	 en	 términos	 de	 precisar	 las	
concentraciones	de	los	inmunorreactivos	donde	los	anticuerpos	pAb	B	podrían	exhibir	sus	
mejores	prestaciones	analíticas	de	sensibilidad	por	el	analito.	
En	 ese	 sentido,	 se	 ensayaron	 en	 todos	 los	 casos	 por	 triplicado,	 diferentes	
concentraciones	del	conjugado	mtx-C-OVA	de	tapizado	que	variaron	desde	2.0,	1.0,	0.1	y	
0.01	µg/mL,	encontrando	que	los	mejores	resultados	de	relación	señal/inhibición	fueron	a	





Las	 diluciones	 del	 anticuerpo	 pAb	 B	 que	 se	 ensayaron	 y	 que	 presentaron	 mejores	
características	 tanto	 de	 señal	 (valores	 de	 absorbancia	 altos	 en	 torno	 a	 una	 unidad	 de	
absorbancia)	e	inhibición	(en	términos	de	valores	de	IC50)	para	el	formato	en	trabajo,	fueron	





diluciones	 de	 anticuerpos,	 graficadas	 como	 curvas	 sigmoides	 paramétricas	 tal	 como	 se	
mencionó	en	la	sección	introductoria.24	






Luego,	 repitiendo	 el	 mismo	 tratamiento,	 pero	 ahora	 empleando	 un	 título	 de	
anticuerpos	pAb	B	1:500,	para	el	 inmunoensayo	 c-ELISA	 indirecto,	 se	encontró	 como	 se	
ilustra	en	la	figura	33,	un	valor	de	IC50	del	orden	de	3.0	nM	en	curvas	sigmoides	de	inhibición	






el	 presente	 trabajo,	 resultaron	 concluyentes	 respecto	 a	 su	 viabilidad	 como	





metotrexato	y	 su	caracterización,	 como	una	primera	etapa	de	 investigación	dirigida	a	 la	
obtención	de	anticuerpos	de	alta	sensibilidad	hacia	este	analito,	y	a	partir	de	 la	cual,	 se	
formuló	 la	 construcción	 de	 diferentes	 haptenos	 del	 metotrexato	 descritos	 al	 inicio	 del	
trabajo,	 consideramos	al	momento	de	 la	 escritura	 y	basados	 tanto	en	 circunstancias	de	
tiempo	y	a	los	resultados	obtenidos	empleando	únicamente	el	hapteno	mtx-C-BSA	como	
inmunógeno,	no	intentar,	al	menos	como	objetivo	prioritario,	abordar	la	construcción	de	
los	 otros	 haptenos	 formulados.	 Antes	 bien,	 enfocar	 el	 esfuerzo	 de	 investigación	 a	 la	
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estandarización	 del	 inmunoensayo	 c-ELISA	 en	 el	 formato	 indirecto	 que	 parece	 ser	
prometedor	por	los	términos	de	sensibilidad	que	exhibe	para	la	detección	del	metotrexato	

































indirecto,	 exhibiendo	 buena	 sensibilidad	 para	 detectar	 éste	 fármaco.	 Esa	 capacidad	 se	
derivó	gracias	al	bioconjugado	proteico	de	BSA	que	se	empleó	como	inmunógeno	y	permitió	
acceder	 a	 anticuerpos	 policlonales	 sensibles	 hacia	 el	 metotrexato.	 A	 lo	 largo	 de	 este	
desarrollo:	
Ø Se	acopló	covalentemente	el	metotrexato	a	cada	proteína	a	través	de	un	enlace	amida	
por	 la	 formación	química	de	un	éster	activo	de	N-hidroxisuccimidilo	de	uno	de	 los	
carboxilatos	que	presenta	la	molécula	del	fármaco	con	los	grupos	amino	libres	de	los	
residuos	de	l-lisina	de	la	proteína.	
Ø A	 partir	 del	 inmunógeno	 de	 BSA	 utilizado	 para	 inmunizar,	 se	 han	 conseguido	
anticuerpos	 policlonales	 de	 conejo	 de	 buena	 afinidad	 hacia	 el	 metotrexato.	 Con	





viables	 para	 su	 empleo	 como	 inmunorreactivos	 de	 ensayo.	 Por	 su	 parte,	 el	
bioconjugado	de	OVA,	ha	presentado	un	comportamiento	analítico	esperado	como	
inmunorreactivo	 de	 tapizado	 al	 generar	 señales	 de	 absorbancia	 del	 ensayo	 ELISA	
superiores	a	la	unidad	de	absorbancia.	Por	otra	parte,	el	bioconjugado	enzimático	de	
HRP,	mostró	su	funcionalidad	como	trazador	enzimático,	aunque	en	el	inmunoensayo	
ELISA	 en	 formato	 directo,	 los	 anticuerpos	 ensayados	 no	 exhibieron	 curvas	 de	
inhibición	analíticamente	interesantes.	
Ø Finalmente,	 los	 hallazgos	 encontrados	 en	 nuestra	 investigación	 en	 términos	 de	
densidades	 hapténicas	 bajas	 en	 todos	 los	 bioconjugados	 obtenidos,	 refuerzan	 el	
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concepto:	 cargas	 hapténicas	 bajas	 generan	 respuestas	 inmunes	 bajas,	 pero	
anticuerpos	de	alta	sensibilidad.	En	este	sentido,	el	esfuerzo	de	investigación	recae	
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